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[摘　 要] 　 目的　 本文旨在建立一种快速提取高密度脂蛋白(ＨＤＬ)中脂质并结合液相串联质谱定性及快速定量

检测的方法ꎮ 方法　 采用酸化甲醇沉淀结合超声萃取的方法抽提脂质ꎬ高速离心去除蛋白颗粒ꎬ取上清液ꎬ直接采

用液相串联质谱在多反应监测模式下进行定量分析ꎮ 结果　 该分离提取脂质的方法简单迅速ꎬ采用多反应监测模

式可同时定量监测 ３０ 多种具有标准品的脂质成份ꎬ包括鞘氨醇类、鞘磷脂、神经酰胺和氧化型的卵磷脂ꎮ 结论　
酸化甲醇超声抽提离心法可简便迅速地获得 ＨＤＬ 中的脂质成份ꎬ结合液相串联质谱可对 ＨＤＬ 中的多种脂质进行

定量检测ꎬ该方法具有高效、重现性好等优点ꎬ适用于大量液体生物样本的分析ꎮ
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　 　 近年的许多研究表明:生物系统中的脂质是评

价疾病的新型生物标志物ꎬ或者说ꎬ其为生物化学

机制的一个重要途径ꎮ 最初ꎬ人们对高密度脂蛋白

(ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬＨＤＬ)研究的强烈兴趣主要

源于高密度脂蛋白胆固醇与心血管疾病风险的负

相关性[１￣２]ꎮ 近年研究表明:除胆固醇外ꎬ许多具有

生物活性的脂质分布在 ＨＤＬ 上ꎬ且这些脂质与多种

疾病的发生发展密切相关[３￣４]ꎮ
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ＨＤＬ 携带的脂质主要包括固醇、甘油三酯、脂
溶性维生素和大量磷脂ꎮ 磷脂是 ＨＤＬ 脂质的主要

成分ꎬ它们大约占脂质总量的一半ꎮ 在 ＨＤＬ 磷脂

中ꎬ大约 ７０ ~ ８０％ 为卵磷脂 ( ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅꎬ
ＰＣ)ꎬ而 １２％ ~ １４％为鞘磷脂( ｓｐｈｉｎｇｏｍｙｅｌｉｎꎬＳＭ)ꎬ
包括 ＨＤＬ 特异性携带的小分子鞘氨醇￣１￣磷酸

(ｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅ￣１￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＳ１Ｐ)ꎮ 当然ꎬ一些微量的

成分也存在ꎬ包括神经酰胺(ｃｅｒａｍｉｄｅꎬＣｅｒ)、磷脂酰

丝氨酸 ( ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅ)、磷脂酰乙醇胺 ( ｐｈｏｓ￣
ｐｈａｔｉｄｙｌｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅ)、磷脂酰肌醇(ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓ￣
ｉｔｏｌ)、糖鞘脂类( ｇｌｙｃｏｓｐｈｉｎｇｏｌｉｐｉｄ)、神经节苷脂类

(ｇａｎｇｌｉｏｓｉｄｅ)、硫脂类( ｓｕｌｆａｔｉｄｅ)、溶血磷脂酰胆碱

(ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ)、溶血鞘磷脂( ｌｙｓｏｓｐｈｉｎｇｏ￣
ｍｙｅｌｉｎ) [５￣７]ꎮ

业已证实 ＨＤＬ 是由含不同蛋白成分的不同大

小的颗粒构成的异质性大分子ꎬＨＤＬ 的这种易变性

对其脂质成分也同样适用ꎮ 例如:不同的 ＨＤＬ 颗粒

含有不同种类的磷脂ꎬ而这些不同种类的磷脂则可

反过来调节脂蛋白颗粒的特性[５￣７]ꎮ 一种高效定量

分析方法的建立ꎬ是探索 ＨＤＬ 脂质构成与功能关系

研究的必要手段ꎮ １９９５ 年至今ꎬ国内外先后报道了

不同的脂质定量检测方法ꎬ包括荧光试剂衍生后的

高效薄层层析法、衍生后的高效液相色谱法、放射

性受体结合实验等ꎮ 衍生的方法费时费力且存在

衍生不完全以及衍生产物不稳定等问题ꎮ 目前ꎬ较
为流行的方法是采用液相串联质谱( ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａ￣
ｔｏｇｒａｐｈｙ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎬＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ)在多

反应监测(ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇꎬＭＲＭ)模式下

进行定量分析ꎮ 本文采用 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 结合标准品

和内标试剂ꎬ建立一种 ＨＤＬ 所携带的脂质的快速检

测方法ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

Ｄ￣赤￣鞘氨醇 １￣磷酸( Ｓ１Ｐ)、Ｄ￣赤￣二氢鞘氨醇

１￣磷酸(ＤＨ￣Ｓ１Ｐ)、Ｄ￣赤￣鞘氨醇( ＳＰＨ)、Ｄ￣赤￣二氢

鞘氨醇(ＤＨ￣ＳＰＨ)、Ｄ￣赤￣Ｃ１７￣鞘氨醇 １￣磷酸(Ｃ１７￣
Ｓ１Ｐ)、Ｄ￣赤￣Ｃ１７￣鞘氨醇(Ｃ１７￣ＳＰＨ)、１￣β￣乳糖 Ｃ１２￣
神经酰胺(Ｌａｃｔｏｓｙｌ￣Ｃ１２￣Ｃｅｒ)、１￣β￣葡萄糖基 Ｃ１２￣神
经酰胺 ( ｇｌｕｃｏｓｙｌ￣Ｃ１２￣Ｃｅｒ)、 Ｃ１２￣神经酰胺 １￣磷酸

(Ｃ１２￣Ｃｅｒ￣１Ｐ)、(ｄ１８ ∶ １ / １２ ∶ ０)鞘磷脂[ＳＭ(ｄ１８ ∶
１ / １２ ∶ ０)]、(２３ ∶ ０)鞘磷脂[ＳＭ(２３ ∶ ０)]、１￣棕榈

酰￣２￣( ５′￣氧 代 戊 酰 基 ) ￣ｓｎ￣甘 油￣３￣磷 酸 胆 碱

(ＰＯＶＰＣ)、１￣棕榈酰￣２￣(５′￣氧代壬酰基) ￣ｓｎ￣甘油￣３￣

磷酸胆碱(ＡＬＤＯ￣ＰＣ)、１￣棕榈酰￣２￣壬二酰￣ｓｎ￣甘油￣
３￣磷酸胆碱(ＰＡｚＰＣ)、１￣棕榈酰￣２￣戊二酰￣ｓｎ￣甘油￣３￣
磷酸胆碱(ＰＧＰＣ)、１￣十六烷基￣２￣壬二酰￣ｓｎ￣甘油￣３￣
磷酸胆碱 ( ＣＯＯＨ￣ＰＣ)、 ( Ｅ) ￣４Ｒ￣羟基壬烯醛 ( ４￣
ＨＮＥＤＡ)等脂质标准品购于美国 Ａｖａｎｔｉ Ｐｏｌａｒ Ｌｉｐｉｄｓ
公司ꎮ 甲醇、乙酸和乙酸铵购于 Ｓｉｇｍａ(上海)贸易

有限公司ꎮ 本实验中的其他化学试剂均为分析纯ꎮ
１.２　 ＨＤＬ 的分离

正常血脂者(女性 ５ 名ꎬ平均年龄 ５０.４±３.９ 岁)
及高脂血症患者(女性 ４ 名ꎬ平均年龄 ５１.７±４.２ 岁ꎬ
甘油三酯>１.８ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ总胆固醇>６.５ ｍｍｏｌ / Ｌ)血浆

由泰山医学院附属医院提供ꎮ 血浆合并后采用

Ｂｅｃｋｍａｎ 超速离心机以 ３９３０００ ｇ 离心力离心 ２４ ｈꎬ
取上层得极低密度脂蛋白ꎻ剩余部分调节密度至

１０６３ ｇ / Ｌꎬ３９３０００ ｇ 离心力离心 ２４ ｈꎬ取上层得低密

度脂蛋白ꎻ剩余部分调节密度至 １２１０ ｇ / Ｌꎬ３９３０００ ｇ
离心力离心 ２４ ｈꎬ取上层即得 ＨＤＬꎮ ＨＤＬ 经 ＰＢＳ 透

析后ꎬ测定蛋白含量ꎬ短期内可置 ４℃冰箱中保存ꎬ
长期保存可分装后置－８０℃冰箱中保存且避免反复

冻融[８￣９]ꎮ
１.３　 ＨＤＬ 的纯度验证

取 ２００ μＬ 的 ＨＤＬ(浓度约 ７.０ ｇ / Ｌ)ꎬ按照 １０ ∶
１ 的比例加入苏丹黑(０.５ ｇ 溶于 １０ ｍＬ ７０％的乙醇

中)ꎬ置于 ３７ ℃水浴中染色 ３０ ｍｉｎꎬ２０００ ｇ 离心力离

心 １０ ｍｉｎꎮ 将离心上清液加入 ５０ μＬ 饱和蔗糖溶

液ꎬ取样 ２０ μＬ 上样 ０.５％的琼脂糖凝胶ꎬ电压 １２０
Ｖꎬ水平电泳 ３０ ｍｉｎꎮ
１.４　 ＨＤＬ 中脂质的提取

取 １０~５０ μＬ 的 ＨＤＬ(浓度约 ７.０ ｇ / Ｌ)ꎬ加入终

浓度为 １００ μｇ / Ｌ 的 Ｃ１７￣ＳＰＨ、Ｃ１７￣Ｓ１Ｐ 和 Ｌｙｓｏ ＳＭ
(ｄ１７ ∶ １)为内标ꎬ采用含有 ０.１％的乙酸的甲醇定

容至 ＨＤＬ 的 １０ 倍体积ꎮ 混匀后超声提取 ３０ ｍｉｎꎬ
３００００ｇ 离心力高速离心 １０ ｍｉｎꎬ所得上清液直接上

机检测[１０￣１１]ꎮ
１.５　 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 分析

ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 系统由岛津公司高效液相色谱仪

(ＬＣ￣２０ＡＤ、ＤＧＵ￣２０Ａ３ 脱气机和 ＳＩＬ￣２０ＡＣ 自动进

样器 )、 ＡＢ ＳＣＩＥＸ 公 司 的 串 联 质 谱 仪 ( ４０００
ＱＴＲＡＰ)和 ＰＥＡＫ 牌氮气发生器(ＡＢＮ２ＺＡ)组成ꎮ
本实验中采用的色谱柱为 Ｗａｔｅｒｓ Ｃ１８ 分 析 柱

(Ｗａｔｅｒｓ Ｓｙｍｍｅｔｒｙꎬ３.５ μｍꎬ２.１ ｍｍ ｉ.ｄ.ꎬ×１００ ｍｍ)ꎬ
同时配备 Ｗａｔｅｒｓ 保护柱(３.５ μｍꎬ２.１ ｍｍ ｉ.ｄ.ꎬ×１０
ｍｍ)ꎮ 流速为 ０.４ ｍＬ / ｍｉｎꎬ进样量为 １０.０ μＬꎮ 流

动相 Ａ 为含有 ４ ｍｍｏｌ / Ｌ 乙酸铵和 ０.１％乙酸的甲醇

溶液ꎻ流动相 Ｂ 为含有 ４ ｍｍｏｌ / Ｌ 乙酸铵和 ０.１％乙
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酸的水溶液ꎮ ０.０１~２７.００ ｍｉｎ:１０％Ｂ ~ １％Ｂꎻ２７.０ ~
２７.５０ ｍｉｎ:１％Ｂ~１０％Ｂꎻ２７.５~３２.００ ｍｉｎ:１０％Ｂ[１２]ꎮ

质谱采用电喷雾离子源(ＥＳＩ)在正离子模式下

进行检测ꎮ 离子喷雾电压和温度分别设定为 ５５００
Ｖ 和 ４００℃ꎮ 雾化气、辅助气、气帘气分布设定为

５５、５５、１０ ｐｓｉꎬ其中碰撞气设置为中等(ｍｅｄｉｕｍ)ꎮ
所有待分析脂质在 ＭＲＭ 模式下完成定量ꎬ数据分

析采用 ＡＢ ＳＣＩＥＸ 分析软件 Ｖ １.６ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 定量方法的设置

本研究中涉及的几种代表性脂质的结构如图 １
所示ꎮ 本研究中所有脂质的定量均在正离子模式

下完成ꎬ每种被分析物优化后的质谱 ＭＲＭ 条件及

保留时间如表 １ 所示ꎬ斜体字显示的为相应被分析

物的内标ꎮ

图 １. 几种代表性脂质的结构

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｅｖｅｒａｌ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｌｉｐｉｄｓ

　 　 鞘氨醇类化合物的裂解模式已在我们前期发

表的文章中阐释[１０￣１１]ꎬ在此不再赘述ꎮ 如图 ２ 所

示ꎬ神经酰胺类化合物在正离子模式下容易产生去

羟基峰ꎬ裂解模式如图 ２Ｃ 和 Ｄ 所示ꎮ 鞘磷脂类化

合物典型的碎片为 ｍ / ｚ 为 １８４.３ 的峰(图 ３Ｂ 和表

１)ꎬ此碎片源于鞘氨醇 １ 位连接的磷酸基的断裂ꎮ
氧化卵磷脂也有类似的特征碎片峰(表 １)ꎮ 所检测

化合物在进样量 ０.１ ｎｇ 以上均有强的信号峰ꎬ信噪

比(Ｓ / Ｎ)在 １０ 以上ꎮ 采用 １００ ｎｇ / ｍＬ 的标准品进

行日内精密度和日间精密度进行考查ꎬ结果显示

ＲＳＤ(％)均小于 ４.５ꎮ 采用酸化甲醇结合超声抽提

和高速离心ꎬ可有效提取 ＨＤＬ 脂质ꎬ且提取物在

ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 上具有很好的响应(图 ３Ｅ)ꎮ
２.２　 ＨＤＬ 中脂质的含量分析

琼脂糖电泳的结果表明ꎬ采用密度梯度离心所

得 ＨＤＬ 的纯度良好(图 ４Ａ)ꎻ由电泳图谱可知ꎬ高脂

患者与正常血脂者的 ＨＤＬ 的迁移率并不一致ꎬ说明

ＨＤＬ 的构成和性质已经发生了改变ꎬ值得进一步深

入研究ꎮ 脂质分析结果表明ꎬ５ 种氧化型卵磷脂及

脂质的氧化产物 ４￣ＨＮＥ￣ＤＡ 均可检出ꎬ其中 ＰＧＰＣ、
ＰＯＶＰＣ、ＡＬＤＯ￣ＰＣ 和 ４￣ＨＮＥ￣ＤＡ 在高脂患者 ＨＤＬ
中的含量均显著升高ꎬ其中 ＡＬＤＯ￣ＰＣ 的含量最高

达 ７.０±０.７ 微克 /克蛋白(图 ４Ｂ)ꎮ 鞘氨醇类的检测

结果中ꎬＳＰＨ 和 ＤＨ￣ＳＰＨ 的含量在高脂患者 ＨＤＬ 中

的含量显著高于正常血脂者的 ＨＤＬ(图 ４Ｃ)ꎻＨＤＬ
是活性脂质小分子 Ｓ１Ｐ 的主要携带者[９]ꎬＳ１Ｐ 虽然

在高脂患者中达到 １５３.２±７.８ 微克 /克蛋白ꎬ但较正

常血脂者的 １３２.１±８.８ 微克 /克蛋白并无显著差异ꎻ
该分析结果与前期结果相近ꎮ 在分析的 ６ 种神经酰

胺中ꎬ以 Ｃ２４ 神经酰胺的含量最高ꎬ达 ５２７.７±２６.９
微克 /克蛋白ꎬ其在两种 ＨＤＬ 中的含量并无显著差

异ꎻ而高脂患者 ＨＤＬ 中 Ｃ１６、Ｃ１８ 和 Ｃ２０ 的含量显
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著高于正常血脂者ꎻ此外ꎬ所测定的 Ｃ１２ 神经酰胺

１￣磷酸的含量在两种 ＨＤＬ 中也无显著差异 (图

４Ｄ)ꎮ 在测定的 １１ 种鞘磷脂中ꎬ以 Ｃ２０ ∶ １ 和 Ｃ２４￣
鞘磷脂的含量较高ꎬ分别为 ２４.５±１.５、１４.９±０.７ 毫

克 /克蛋白(图 ４Ｅ)ꎻ其中ꎬ高脂患者 ＨＤＬ 中 Ｃ１６ 和

Ｃ２４￣鞘磷脂的含量显著高于正常血脂者ꎮ 此外ꎬ神
经节苷脂 ＧＭ１ 在高脂患者和正常血脂者 ＨＤＬ 中的

含量分别为 ０.５±０.１、０.４±０.１ 微克 /克蛋白ꎮ 本研究

中ꎬ 糖 基 化 的 神 经 酰 胺 ( Ｇｌｕｃｏｓｙｌ￣Ｃ１２￣Ｃｅｒ 和

Ｌａｃｔｏｓｙｌ￣Ｃ１２￣Ｃｅｒ)在该实验中的 ＨＤＬ 中没有被检测

到ꎬ这可能与本文中所用仪器的检测、提取方法、实
验人群以及血浆的差异等多种因素有关ꎻ在以后的

试验中ꎬ尚可采用优化的实验方法以及更多的实验

样本继续考查ꎮ

表 １. 脂质定量分析的 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 参数

Ｔａｂｌｅ １. ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ ｌｉｐｉｄｓ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

名称
质量数转变
(Ｑ１→Ｑ３)

碰撞能
量(ｅＶ)

去簇电
压(Ｖ)

保留时
间(ｍｉｎ)

ＳＰＨ ３００.４→２８２.４ １５ ７５ ０.８６
ＤＨ￣ＳＰＨ ３０２.４→２８４.４ ２３ ８２ ０.９５
Ｃ１７￣ＳＰＨ ２８６.３→２６８.４ １８ ６９ ０.８２
Ｓ１Ｐ ３８０.４→２６４.４ １８ ７４ １.６１
ＤＨ￣Ｓ１Ｐ ３８２.４→２８４.５ ２７ ９５ １.６６
Ｃ１７￣Ｓ１Ｐ ３６６.４→２５０.４ １７ ７５ １.５５
Ｃ１２￣Ｃｅｒ ４８２.７→４６４.６ １６ １１２ ７.４７
Ｃ１４￣Ｃｅｒ ５１０.８→４９２.７ １５ ８０ １１.２６
Ｃ１６￣Ｃｅｒ ５３８.７→５２０.５ １５ ７５ １５.４８
Ｃ１８￣Ｃｅｒ ５６６.６→５４８.６ １６ ５６ １９.７８
Ｃ２０￣Ｃｅｒ ５９４.７→５７６.７ １５ ９０ ２３.８０
Ｃ２４￣Ｃｅｒ ６５０.８→６３２.８ １８ ７５ ２８.６３
Ｇｌｕｃｏｓｙｌ￣Ｃ１２￣Ｃｅｒ ６４４.６→２６４.５ ４５ ８７ ５.６８
Ｌａｃｔｏｓｙｌ￣Ｃ１２￣Ｃｅｒ ８０６.７→４６４.７ ２５ １０４ ５.０５
Ｃ１２￣Ｃｅｒ￣１Ｐ ５７９.５→３０１.２ １９ ５７ １.２２
Ｃ１４￣ＳＭ ６７５.４→１８４.３ ３５ １２０ １０.１８
Ｃ１６￣ＳＭ ７０４.０→１８４.３ ３５ １１０ １４.５５

名称
质量数转变
(Ｑ１→Ｑ３)

碰撞能
量(ｅＶ)

去簇电
压(Ｖ)

保留时
间(ｍｉｎ)

Ｃ１８￣ＳＭ ７３２.０→１８４.３ ３５ １２０ １５.１７
ＳＭ(ｄ１８:１ / １２ ∶ ０) ６４７.６→１８４.２ ２８ １３６ ７.０８
ＳＭ(１８:０) ７５９.９→１８４.３ ３０ １４０ ２３.５８
Ｃ２０ＳＭ ８００.０→１８４.３ ３５ １１５ １７.０２
Ｃ２０:１￣ＳＭ ７５７.９→１８４.３ ３５ １１０ １６.３２
Ｃ２２:１￣ＳＭ ７８５.９→１８４.２ ３５ １２０ ２０.３９
Ｃ２２￣ＳＭ ７８７.９→１８４.３ ３５ １２０ ２０.４２
Ｃ２４:１￣ＳＭ ８１３.９→１８４.３ ３５ １１０ ２６.１３
Ｃ２４￣ＳＭ ８１５.８→１８４.３ ３５ １２０ ２６.８５
Ｌｙｓｏ ＳＭ(ｄ１７ ∶ １) ４５１.４→１８４.３ ２５ ９３ １.７２
ＰＯＶＰＣ ５９３.９→１８４.３ ３１ １１６ １.６４
ＡＬＤＯ￣ＰＣ ６５０.６→１８４.３ ３３ １２２ １.７２
ＰＧＰＣ ６１０.５→１８４.３ ３２ １２０ １.５７
ＰＡｚＰＣ ６６６.７→１８４.３ ３３ １４６ １.７４
ＣＯＯＨ￣ＰＣ ６５２.６→１８４.３ ３２ １１７ ２.１１
４￣ＨＮＥＤＡ ２０３.２→１５７.２ ６ ２９ ０.７７
Ｇａｎｇｌｉｏｓｉｄｅ ＧＭ１ １５６９.４→１２７８.９ ６６ ２６５ ２２.５０

图 ２. 两种神经酰胺的色谱图及其 ＭＲＭ 碎片归属　 　 Ａ 为 Ｃ１２￣神经酰胺的色谱图ꎬＢ 为 Ｃ２０￣神经酰胺的色谱图ꎬＣ 为 Ｃ１２￣神经酰胺的

ＭＲＭ 碎片归属ꎬＤ 为 Ｃ２０￣神经酰胺的 ＭＲＭ 碎片归属ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｗｏ ｃｅｒａｍｉｄｅ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｙｐｉｃａｌ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

４３７ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ７ꎬ２０１８



图 ３. Ｃ１８￣鞘磷脂和神经节苷脂 ＧＭ１ 的色谱图、ＭＲＭ 碎片归属及 ＨＤＬ 中脂质的典型色谱图　 　 Ａ 为 Ｃ１８￣鞘磷脂的色谱图ꎬＢ
为 Ｃ１８￣鞘磷脂的 ＭＲＭ 碎片归属ꎬＣ 为神经节苷脂 ＧＭ１ 的色谱图ꎬＤ 为神经节苷脂 ＧＭ１ 的 ＭＲＭ 碎片归属ꎬＥ 为 ＨＤＬ 中脂质的典型色谱图ꎬＦ
为 ＨＤＬ 中 Ｃ２３ ∶ ０ ＳＭ 的色谱图ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ Ｃ１８￣ｓｐｈｉｎｇｏｍｙｅｌｉｎ ａｎｄ ｇａｎｇｌｉｏｓｉｄｅ ＧＭ１ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｔｙｐｉｃａｌ ｆｒａｇｍｅｎｔｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｙｐｉｃａｌ ｃｈｒｏｍａｔｏ￣
ｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｐｉｄｓ ｆｒｏｍ ＨＤＬ
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图 ４. 采用 ＭＲＭ 模式定量分析 ＨＤＬ 中脂质含量　 　 Ａ 为高密度脂蛋白琼脂糖电泳图谱ꎬＢ 为氧化卵磷脂类含量ꎬＣ 为鞘氨醇类含量ꎬ
Ｄ 为神经酰胺类含量ꎬＥ 为鞘磷脂类含量ꎮ Ｈ￣ＨＤＬ:正常人高密度脂蛋白ꎻＤ￣ＨＤＬ:高脂血症患者高密度脂蛋白ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与
Ｈ￣ＨＤＬ 比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ＨＤＬ ｂｙ ＭＲＭ ｍｏｄｅｌ

３　 讨　 论

许多 ＨＤＬ 的生物活性可归结于 ＨＤＬ 脂质向细

胞的传递ꎬ且这种传递处于动态平衡之中ꎮ 一旦上

述平衡被打破ꎬ机体的代谢平衡即会受到影响ꎬ进
而诱发疾病ꎻ而疾病在发生发展过程中ꎬ亦会改变

上述动态平衡ꎮ 通过监测 ＨＤＬ 上的脂质构成ꎬ可在

一定程度上探索机体在疾病发生发展过程中的规

律ꎬ甚至找到逆转疾病的新策略ꎮ 本研究中ꎬ采用

酸化甲醇沉淀结合超声提取的方法ꎬ可简单快捷地

提取 ＨＤＬ 中的脂质ꎮ 样本中的蛋白经高速离心去

除后ꎬ上清液可直接采用 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 在 ＭＲＭ 模式

下定量检测ꎮ 以单人操作 １０ 个以内样本为例ꎬ采用

甲醇超声提取需要 ３０ ｍｉｎꎬ而采用 Ｆｏｌｃｈ 法或 Ｂｌｉｇｈ

Ｄｙｅ 法则通常需要 ９０ ｍｉｎ 完成ꎬ且 Ｆｏｌｃｈ 法或 Ｂｌｉｇｈ
Ｄｙｅ 法需要多次转移提取液、离心和氮气吹干ꎮ 该

法较之前的 Ｆｏｌｃｈ 法或 Ｂｌｉｇｈ Ｄｙｅ 法ꎬ可显著提高样

本的处理效率ꎮ 该法同样适用于其他液态生物样

本中脂质的分析ꎮ
采用分子量相近的内标物标定被分析物是一

种常见的、准确可靠的分析方法ꎮ 本研究中采用此

法测定的 ＳＰＨ、Ｓ１Ｐ 和 ＤＨ￣Ｓ１Ｐ 的含量与之前的报

道相近ꎻ但神经酰胺、鞘磷脂和氧化型卵磷脂的标

定都采用了 Ｌｙｓｏ ＳＭ(ｄ１７ ∶ １)同一种内标ꎬ势必会

对最终结果造成一定的偏差ꎮ 在本研究中ꎬ我们曾

尝试以 Ｃ２３￣ＳＭ 为内标对 ＳＭ 进行分析ꎬ但在实验中

发现样本中也存在较强的 ｍ / ｚ 与 Ｃ２３￣ＳＭ 相同的干

扰峰(图 ３Ｆ)ꎮ 因此ꎬ最终没有采用 Ｃ２３￣ＳＭ 作为内

６３７ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ７ꎬ２０１８



标(结果未展示)ꎮ 在以后的分析中ꎬ应尽量选择与

被分析物的分子量相近且结构类型相同的内标ꎬ特
别是采用同位素标记物作为内标ꎮ 此外ꎬ由于 ＨＤＬ
中 Ｃ１２￣神经酰胺的自身含量较低ꎬ而糖基化的该化

合物含量更少ꎬ本研究中并未检测到上述糖基化产

物ꎮ 再者ꎬ由图 ３Ｅ 可知ꎬ在 ２ ~ ５ ｍｉｎ 之间并无被检

测物 ｍ / ｚ 峰ꎮ 因此ꎬ基于本文中所涉及脂质的分

析ꎬ色谱柱的洗脱条件可进一步优化以缩短分析时

间ꎮ 再者ꎬ由本文研究结果可知ꎬ高脂血症 ＨＤＬ 所

携带的脂质较正常血脂者 ＨＤＬ 有较大的改变ꎮ 但

本文的样本量较小ꎬ仅几例ꎮ 倘若纳入几万例的样

本量ꎬ进行比对分析ꎬ或可为高脂血症的发展进程

提供相应的脂质标志物ꎮ
ＨＤＬ 中的脂质远不止于本文中报道的 ３０ 余

种ꎮ 由于多种脂质尚未标准化生产ꎬ将所有脂质全

部购得以建立 ＭＲＭ 定量方法并不现实ꎮ 目前ꎬ有
研究利用 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 在正离子模式下采用中性丢

失扫描和母离子扫描对脂质按照类别进行半定量

分析[１３￣１４]ꎬ也有报道直接采用酶学的方法对特异性

脂质种类进行定量分析[１５]ꎮ 在实际工作中ꎬ可将上

述方法综合利用ꎬ以最大程度地阐释脂质改变对

ＨＤＬ 或其他研究对象生理功能的影响ꎮ
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